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Apport du microanalyseur a sonde electronique dans l'étude des
lesions rénales provoquées par I'intoxication aigué mercurielle.
Les lesions rCnales provoquées lors de l'intoxication aiguë par
le bichlorure de mercure ont etC Ctudiées sur des tissus fixes par
perfusion suivant Ia technique de Maunsbach. L'ultrastructure
des lesions a été precisCe et la nature chimique des dCpôts
anormaux a etC dCterminCe par l'utilisation du microanalyseur
a sonde Clectronique. Cette étude a montrC que les lesions
atteignent Clectivement les cellules de la portion terminale du
segment proximal du nCphron. Dans ces cellules, les alterations
mitochondriales sont prCdominantes. Ces mitochondries contien-
nent des dCpôts anormaux de deux types: 1) des granulations
denses, arrondies, amorphes et ne contenant que de I'osmium en
forte concentration, 2) des microcristaux en forme d'aiguilles
groupées le plus souvent en amas, contenant du calcium et du
phosphore en forte concentration, du soufre et du mercure en
plus faible concentration. La presence de mercure n'a jamais été
dCcelC en dehors de ces dCpôts.
Advances made by electron probe microanalysis in the study of
renal lesions induced by acute mercury poisoning. Renal lesions
induced by acute bichloride of mercury poisoning were studied
in tissues fixed in vivo by perfusion according to Maunsbach's
technique. The ultrastructure of these lesions was described more
precisely and the chemical constitution of the abnormal deposits
determined by electron probe microanalysis. This investigation
demonstrated that the above-mentioned lesions selectively affect
cells of the terminal segment of the proximal tubule. In these
cells, mitochondrial alterations are predominant. The mito-
chondria contain two kinds of abnormal deposits: 1) dense,
spherical, amorphous granules containing only osmium at high
concentration, 2) needle-like microcrystals frequently arranged
in small bundles containing calcium and phosphorus at high
concentration, and sulfur and mercury at low cencentration.
Mercury was never outside these deposits.
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Les lesions morphologiques rénales provoquées lors de
l'intoxication aigue par le bichiorure de mercure chez Ic rat,
ont été étudiées en microscopie optique [1, 6, 8, 14—17, 22,
26, 28, 30, 31] et plus rarement en microscopie élCctronique
[5, II, 23, 30]. Ces lesions se manifestent, entre autre, par
Ia presence de dCpôts anormaux dont Ia nature chimique
reste controversée,
Cette étude a pour objet, d'une part de préciser l'ultra-
structure des lesions rénales observée sur des tissus fixes
par perfusion in vivo et d'autre part de determiner Ia nature
des dépôts anormaux a l'aide du microanalyseur a sonde
électronique.
Méthodes
Nous avons utilisC pour toutes les experimentations des
rats Wistar mAles pesant 250 g A 450 g, maintenus dans les
conditions normales de l'animalerie sans restriction de
nourriture ni de boisson. Les rats sont sCparCs en deux lots:
le premier comprend dix animaux tCmoins, le second trente
animaux intoxiqués. Ces derniers recoivent une injection
sous-cutanée unique de 0.5 cm3/I00 g de poids d'une solu-
tion aqueuse de HgCI2 a 0.25% (soit 12mg de Hg par kilo).
L'animal est place des l'injection dans une cage a méta-
bolisme pour verifier Ia diurCse. Celle-ci diminue con-
sidérablement des Ia 24éme heure Ct l'anurie est complete
vers Ia 486me heure. L'animal est alors sacrifiC après fixation
du rein par perfusion >>in vivo<.
Fixation par perfusion ((in vivo . Nous avons utilisC Ia
technique décrite par Maunsbach [21].
Le fixateur est perfuse par un catheter insérC dans
l'aorte en-dessous de l'arrivée de l'artCre rCnale. L'artCre
est clampée en amont et en aval, la veine cave est sectionnée.
On utilise comme fixateur Ic glutaraldehyde tamponné
dont Ia composition a été modifiéc par Maunsbach [21]:
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Fig. 1. Rein normal. Vue générale de trois sections tubulaires. Perfusion (<in vivo>> du fixateur (x 1,800, impregnation acetate d'uranyl).
TP= Tube proximal; TD= Tube distal.
Le glutaraldChyde est maintenu a la temperature de
37°C pendant la demi-heure qui précéde Ia perfusion. Le
flacon de fixateur est suspendu a 1.50 m de Ia table.
La perfusion dure trois minutes. Le rein prend en quel-
ques secondes une couleur chamois et une consistance dure.
II est ensuite prélevé et découpé suivant Ia technique classi-
que, puis immergé pendant une heure dans le glutaraldé-
hyde a 0—4°C. Enfin, les fragments sont post-f ixés deux
heures a l'osmium 2%, déshydratés et inclus dans l'Epon
suivant la méthode de Luft [19].
Chez les animaux intoxiqués par le mercure, ii est ne-
cessaire de proceder, avant Ia perfusion du fixateur, a un
bref lavage par du serum physiologique injecté dans les
conditions de perfusion décrite précCdemment.
Ce double traitement effectué chez les rats témoins,
montre que ce lavage par serum n'entraine aucune modi-
fication morphologique du tissu renal.
Les coupes ultrafines recueillies sur grilles sont imprégnées
par l'acétate d'uranyl a 4% et au plomb selon la méthode
de Reynolds et observées au microscope électronique
Phillips 200.
Les coupes ultrafines recueillies sur lames sont impré-
gnées par l'argent [20] et observées au microscope optique.
Méthode de microanalyse. Cette méthode utilise une
microsonde Clectronique mise au point par R. Castaing [4]
pour l'étude d'échantillons métalliques et modifiée par
P. Galle [9] pour permettre l'Ctude d'échantillons bio-
logiques.
Dans l'instrument modifié sont associés: 1) un micros-
cope électronique de faible resolution qui permet toute-
fois une observation suffisante de la section; 2) une sonde
électronique; 3) des spectrographes a rayons X.
L'analyse locale repose sur le principe suivant: les élé-
ments contenus dans un trés petit volume (inférieur a
1 micron-cube), soumis a l'impact des electrons, Cmettent
des rayons X et notamment des raies caractéristiques, Ia
longueur d'onde de ces raies est dCterminée par les spectro-
graphes et on peut ainsi déduire quels sont les ClCments
presents dans le volume bombardé. Tous les Cléments de Ia
classification périodique a l'exception des 3 premiers
(hydrogCne, helium, lithium) peuvent être ainsi décelés et
éventuellement doses.
L'observation de l'échantillon peut se faire soit avec un
microscope classique, soit avec un microscope électronique.
Ii est ainsi possible d'observer et d'analyser soit des
coupes épaisses (incluses dans Ia paraffine, ou dans l'épon),
soit des coupes ultrafines recueillies sur grille de cuivre
et recouvertes d'une fine couche de carbone.
La manipulation s'effectue donc en trois phases: 1) re-
pérage et observation de l'inclusion a analyser au micros-
4.
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Fig. 2. Rein intoxique au HgC!2. Aspect général d'une section tubulaire proximale. La lumiére tubulaire (LT) contient des déchets
necrotiques, dont des mitochondries a grains denses (—+). La bordure en brosse est altérée rréguliérement. Les noyaux sont picnotiques,
l'organisation générale de Ia cellule est modifiée (x 5,500, impregnation acetate d'uranyl).
cope optique ou électronique; 2) centrage de Ia sonde sur
cette inclusion; 3) analyse des éléments contenus dans
celle-ci.
Resultats
1) Résultats morphologiques. L'ultrastructure normale des
différentes portions du néphron a été précisée sur les ani-
maux témoins dans les conditions de fixation décrites ci-
dessus.
Les modifications observées aprés intoxication peuvent
ainsi être appréciées en excluant au maximum tout aPe-
fact de fixation.
La premiere figure montre I'ultrastructure normale du
tube proximal du nCphron dans sa partie terminale (Fig. 1).
Chez les rats intoxiqués, on observe des lesions Iocalisées
aux tubes proximaux et affectant tout particuliCrement les
portions moyennes et profondes de Ia corticale du rein.
Cette localisation suggère que les lesions prédominent au
niveau de Ia partie terminale du tube proximal. Les glomé-
rules sont normaux, de même que les tubes distaux et les
vaisseaux.
Modifications des cellules tubulaires proxi,nales. Les ccl-
lules présentent a des degrés divers les anomalies suivantes:
une alteration de la chromatine nucléaire, un cytoplasme
clarifió oü l'on reconnait de nombreuses vacuoles, des mem-
branes rompues, enroulées, une quasi-disparition des micro-
villosités de Ia bordure en brosse alternant avec une bordure
plus ou moms respectée, parfois des portions cellulaires se
détachent de Ia partie apicale et sont libérées dans la
lumiêre tubulaire dilatée. Ces déchets nCcrotiques corn-
prennent de nombreuses mitochondries; la membrane cyto-
plasmique qui délimite les cellules demeure sans change-
ment (Fig. 2).
Parfois les lesions observées sont beaucoup plus im-
portantes, seule Ia vitrée tubulaire est conservée, et on
observe un éparpillement d'éléments cellulaires varies avec
notamment un grand nombre de mitochondries contenant
des granulations denses et des amas de microcristaux en
forme d'aiguilles (Fig. 4).
Enfin, les anomalies mitochondriales sont trés importan-
tes: elles sont légérement gonflées, arrondies, Ia matrice
est clarifiée, les crétes sont raccourcies. Ces mitochondries
contiennent deux types d'inclusions opaques aux electrons.
Inclusions mitochondriales. Les premieres se présentent
sous forme de granulations denses, amorphes, sans limites
r4• e7:us a-.1
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Fig. 3. Aspect de l'épithélium tubulaire proximal nicrotique. On remarque les deux types de dbpôts observables dans les mitochondries:
— grains denses; microaiguilles calcifiées. x 12,500, impregnation a l'acbtate d'uranyl.
précises. Elles s'observent 1e plus souvent a un stade avancé
de Ia lyse cellulaire, en grand nombre, dans toutes les mito-
chondries présentes. Au contraire, a I'intérieur d'un cyto-
plasme non lysé, les mitochondries sont gonflées, mais
ne contiennent qui exceptionnellement de tels granules
(Fig. 3).
Le second type d'inclusions est constitué de fines aiguilles
trés opaques aux electrons, qui sont souvent réunies en
amas; ceux-ci remplissent parfois entièrement la mito-
chondrie (Figs. 4 et 5).
2) Résultats de la microanalyse. L'analyse a été faite sur
coupes ultra-fines et sur coupes semi-fines; l'analyse sur
coupes ultrafines a permis de mettre en evidence les élé-
ments presents en forte concentration et de préciser leur
localisation intra-cellulaire; l'analyse sur coupes semi-fines
a permis de mettre en evidence les Cléments presents en
faible concentration dans les dépôts préalablement loca-
uses.
Analyse des coupes ultra-fines. Dans les granulations
denses seul l'osmium a pu être decele; Ia densitC de ces
grains est donc en rapport avec leur importante osmophilie.
Dans les microcristaux en forme d'aiguilles, le calcium et
le phosphore ont etC décelCs en forte concentration, Ic
soufre en plus faible concentration; Ia Fig. 6 montre les
raies caractCristiques K de ces trois éléments.
Analyse des coupes semi-fines. L'analyse, sur les coupes
semi-fines correspondantes, des dépôts cristallins intra-
mitochondriaux precedents nous a permis de montrer que
ces dCpôts contenaient toujours non seulement du calcium
et du phosphore en forte concentration et du soufre en
concentration moyenne, mais également du mercure en
faible concentration: (La possibilitC d'utiliser sur ces coupes
épaisses des intensités de courant trés Clevées [350 nano-
Ampêrej, permet de déceler des éléments presents en faible
concentration).
Le mercure, par ailleurs, n'a jamais Pu être décelé en
dehors de ces inclusions (Figs. 5 et 6).
Discussion
Nombreux sont les travaux concernant l'intoxication
mercurielle, mais plusieurs points restent a préciser: d'une
part, l'ultrastructure des lesions dans des bonnes conditions
de fixation, d'autre part Ia nature des dépôts observes et
la localisation du mercure. Nous considCrerons donc dans
cette discussion tout d'abord le niveau d'atteinte du nC-
phron, puis les lesions cellulaires prédominantes, notam-
t.
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FIg. 4. Mitochondrie montrant les deux types de dépôts. —* grains denses; aiguilles calcifiées (x 20,000, impregnation a l'acCtate
d'uranyl).
ment l'existence de deux types de dépôts aux caractéristi-
ques trés distinctes.
Niveau d'atteinte du néphron. Aprés de nombreuses con-
troverses, ii est admis aujourd'hui que les lesions dues au
bichiorure de mercure se situent notamment au niveau de
Ia portion terminale du tube proximal [1, 6, 11, 14, 17, 23,
28, 30].
Ceci a été constaté par ces auteurs et par nous-même sur
des etudes topographiques faites en microscopie optique
sur des coupes incluses a Ia paraffine et sur des coupes
ultrafines de materiel inclus dans l'épon, recueillies sur lame
et imprégnées a l'argent.
Lesions eel/u/aires. La lesion Ia plus importante est cer-
tainement l'existence, dans des sections tubulaires lysées,
d'amas de mitochondries a l'ultrastructure modifiée, pré-
sentant de nombreuses inclusions dont on peut distinguer
deux variCtCs,
Granulations denses amorphes, La presence de ces granula-
tions n'est pas specifique contrairement a ce qui était sug-
géré par les premiers travaux. On retrouve des lesions
identiques dans l'intoxication par l'uranium [10] dans
l'hyperparathyroidie expérimentale [2] et d'autres atteintes
tubulaires graves [22, 26].
Certes ii existe dans les mitochondries normales trois ou
quatre granules denses qui s'altèrent rapidement si Ia fixa-
tion n'est pas immediate et qui paraissent jouer un role
dans l'équilibre ionique de Ia cellule. Mais dans notre ob-
servation, les inclusions observées ici sont de plus grande
taille, en plus grand nombre, d'aspect ultrastructural
different et apparaissent avec constance lors de divers
traumatismes cellulaires irréversibles. Des travaux faits sur
ces grains denses corroborent d'ailleurs les observations ci-
dessus. Trump [29] notamment, dans une série d'articles sur
Ia nécrose cellulaire, remarque que Ia modification des grains
denses se produit Ic plus souvent dans le processus d'ago-
nie, de mort cellulaire. Pour lui, la constitution chimique
et Ia signification fonctionnelle des grains restent mat con-
nues. Mais d'autres auteurs suggérent qu'il existe un rapport
entre eux et l'accumulation de cations dans la matrice
mitochondriale: Peachey [24] et Greenwalt [12, 13] décri-
vent des relations possibles entre ces granules et les con-
centrations de Ca + + et Sr +, Br++ et suggérent méme
que dans Ia mitochondrie normale, aux grains de faible
densité, se substitueraient peu a peu des granules plus
denses par un phónomène d'accumulation ionique. Ces
hypotheses n'ont pas été vérifiées par la microanalyse qui
n'a rCvélé sur ces grains denses Ia presence d'aucun cation
en concentration notable.
Ces grains denses ont aussi souvent été associés au
phénoméne initial determinant des calcifications intra-
ía
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Fig. 5. Mjtochondrjes complètement calcjfiées. C'est a cc niveau que l'analyse a Ia microsonde a été effectuée. x 12,500, impregnation
a l'acétate d'uranyl.
cytoplasmiques associées ou non a des phénomênes nécro-
tiques [5, 7, 12, 29], sans qu'aucune preuve n'ait toutefois
Pu être apportée.
Microcristaux en forme d'aiguilles. Un deuxiéme type de
dépôts est observe dans l'intoxication aiguë par le bichlo-
rure de mercure. 11 s'agit de fines aiguilles micro-cristallines.
Déjà Palladini [23], Griska et Trump [11], en microscopic
électronique, sur Ia seule observation morphologique, con-
cluaient a Ia presence de calcification et plus precisément
de cristaux d'apatite.
La méthode de microanalyse utilisée ici, prouve que ces
microaiguilles sont effectivement composées de calcium et
de phosphore; a ces éléments est toujours associée Ia pré-
sence de soufre et de mercure. L'élément mercure, par
ailleurs, a toujours eté mis en evidence seulement dans
ces inclusions. II est possible que les mitochondries jouent
ici un role important. Le phénoméne de concentration
selective intra-mitochondriale a déjà été démontré pour un
certain nombre d'élCments tels que l'or, Ic fer et Ia silice
[3, 25, 27]. II pourrait exister pour Ic mercure. Celui-ci se
concentrant dans l'organite, entralnerait des lesions de-
génératives, point de depart d'une nécrose cellulaire plus
étendue. Le mécanisme interne de cette selection demeure
pour l'instant tout a fait inconnu.
II n'en reste pas moms que cette hypothèse plausible,
mais non démontrée, n'exclue pas Ia possibilité d'une
lesion secondaire mitochondriale, non specifique, corrolaire
de la nécrose cellulaire étendue provoquée par l'action
directe du toxique.
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Fig. 6. Courbes des éldments retrouvés dan.s les amas mifochondriaux. Analyse faite a 30 kW, enregistrée a 100 chocs/seconde pour les
raies Ka du Ca et P, 30 kV Ct 30 chocs/seconde pour les raies de l'osmium et du soufre et, 300 Na. Ampere, 30 chocs/seconde pour
Ia raie du Hg.
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